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1. INTRODUZIONE  
 
1.1 Produzione e ruolo fisiologico dell’ossido d’azoto. 
 
L’ossido d’azoto (NO), precedentemente descritto come fattore 
rilasciante di origine endoteliale (EDRF) è un gas solubile, prodotto 
principalmente dall’endotelio vascolare, gioca un ruolo fondamentale 
nella regolazione di numerosi aspetti della circolazione sanguigna. E’ 
anche prodotto dalle piastrine e da altre cellule coinvolte nella risposta 
infiammatoria. 
A livello endoteliale è sintetizzato secondo una reazione catalizzata 
dall’enzima NO-sintetasi (NOS) per ossidazione dell’azoto 
guanidinico terminale dell’α-amminoacido L-arginina (Palmer et al., 
1988); tale sintesi è una reazione tipicamente enantio-specifica 
NADPH-dipendente ed è accompagnata dalla produzione 
stechiometrica di citrullina (Fig.1).  
 
Figura 1. Sintesi di NO a partire dall'L-arginina. 
 





 NOS costitutiva Ca⁺⁺-dipendente (NOS endoteliale, eNOS, 
NOS neuronale, nNOS) che in seguito a stimoli fisici e 
recettoriali genera NO transitoriamente agendo come sistema di 
trasduzione cellulare endogeno. Tale NO conduce a numerosi 
effetti mediati dall’attivazione della guanilato ciclasi solubile e 
dall’aumento di GMPc intracellulare. 
 NOS inducibile Ca⁺⁺-indipendente (iNOS) la cui attività 
catalitica è promossa dall’attivazione di macrofagi, cellule 
endoteliali e in altri tipi cellulari da parte di citochine pro-
infiammatorie. L’NO è così rilasciato come effettore per tempi 
prolungati in grande quantità e rappresenta sicuramente un 
fattore citotossico sia per i microorganismi che per le cellule 
tumorali ed è probabilmente causa di danno tissutale, 
vasodilatazione patologica e apoptosi (Moncada et al., 1991). 
La NOS può essere inibita da N
G
-monometil-L-arginina (L-NMMA), 
secondo un meccanismo di competizione reversibile con il substrato 
(Palmer e Moncada, 1989) ed anche da N
G
-nitro-L-arginina (L-
NAME) che invece ha dimostrato un’inibizione enantio-specifica nel 
tessuto vascolare, sia in  vitro che in vivo analogha a quella descritta 
per L-NMMA (Rees et al., 1990).  
E’ stato quindi possibile attribuire all’NO una serie di proprietà 
biologiche tra le quali : 
 vasorilasciamento.  
 azione anti-piastrinica.  
 inibizione della proliferazione cellulare e conseguente 





1.1.1 Vasorilasciamento NO-mediato 
 
Il flusso sanguigno e la forza di taglio esercitati dal sangue circolante 
sono i due principali stimoli meccanici che inducono la liberazione di 
NO da parte del sistema L-arginina-NO (Phol et al. 1986; Rubanyi et 
al., 1986). E’ stato dimostrato che il ruolo dell’NO endogeno è molto 
più evidente nelle arteriole di grande calibro nelle quali la resistenza 
idraulica e la forza di taglio sono maggiori (Griffith e Edwards, 1990) 
ed inoltre è stato dimostrato in vivo che nel distretto venoso dell’uomo 
il rilascio basale di NO è inferiore a quello rilevato nel distretto 
arterioso (Vallace et al., 1989). 
Il tono vascolare così come la funzione piastrinica NO-dipendenti 
sono regolati localmente attraverso l’aumento intracellulare di GMPc 
(Rapaport e Murad, 1983): questo attiva le proteine chinasi G che 
sottraggono Ca⁺⁺ intracellulare, inibiscono la AMPc fosfodiesterasi, e 
riducono in modo diretto la concentrazione di Ca⁺⁺ citosolico (Alonso 
e Radomski, 2003). 
 





1.1.2 Azione antipiastrinica dell’NO. 
 
L’ossido d’azoto viene rilasciato nel lume vascolare in particolare a 
livello dello spazio extraluminale e può interagire con le cellule 
circolanti del sangue e con le proteine che si nitrosilano e diventano 
riserve circolanti di NO. (Stamler et al., 1992). 
A livello delle piastrine l’NO agisce riducendo sia l’adesione che 
l’aggregazione ma non è l’unico fattore rilasciato dall’endotelio 
vascolare a svolgere tale azione, infatti, anche la prostaciclina (PGI2) 
presenta attività antiaggregante.  
L’NO agisce attraverso un meccanismo GMPc-dipendente . 
Le prostacicline favoriscono l’aumento di AMPc  sia a livello 
piastrinico che nelle cellule muscolari lisce. 
Si può pertanto dire che i due fattori operino in sinergia per indurre un 
effetto antiaggregante e disaggregante, per tale motivo svolgono un 
importante ruolo nella protezione a seguito di eventi trombotici a 
livello cardiovascolare (Radomski et al., 1987). 
La prostaciclina (PGI2) possiede anche un debole effetto sull’adesione 
delle piastrine alle fibrille di collagene, alla matrice delle cellule 
endoteliali e al monostrato endoteliale (Higgs et al., 1978) tale effetto 
risulta, però, mediato da GMPc; tale rilevazione suggerisce che 
l’adesione piastrinica sia regolata da GMPc mentre l’aggregazione sia 
controllata sia da AMPc che da GMPc. 
L’NO svolge un ruolo citoprotettivo proprio come la PGI2 (Radomski 
et al,1988), per tale motivo  l’interazione tra i due mediatori giustifica 
l’effetto antitrombotico, sinergico, dei due fattori (Radomski et al., 





Gli aumenti di GMPc causano sequestro di Ca⁺⁺ intracellulare (Busse 
e Mulsch.,1987), lasciando meno catione disponibile per 
l’aggregazione. L’effetto biologico netto dopo stimolazione 
piastrinica, pertanto, dipende dalla quantità di Ca⁺⁺ citoplasmatico 
libero. 
L’NO  si avvale di altri meccanismi oltre  all’aumento di GMPc a 
livello piastrinico, esso ha anche  la capacità di incrementare il 
riempimento  Ca⁺⁺ ATPasi dipendente dei depositi citoplasmatici 
(Trepokova et al., 1999), ed inibisce l’attivazione delle chinasi 
associate all’inositolo trifosfato, che rendono irreversibile 
l’aggregazione piastrinica. Inoltre interagisce con l’anione superossido 
per dare perossinitrito che può legarsi a residui di tirosina sulla 
ciclossigenasi 1 (COX1), inibendo la conversione enzimatica 
dell’acido arachidonico a PGG2 e PGH2 con conseguente riduzione 
anche della formazione di TXA2 (tombossano A2) (Loscalzo 2001). 
Quindi tutto il sistema di aggregazione piastrinica è favorito 
dall’attivazione di TXA2 e ADP, mentre viene inibito da NO, 
prostacicline e ADPasi. 
Inoltre il rilascio di NO e prostacicline può essere favorito da sostanze 
come ATP, ADP e serotonina (Choen et al., 1983; Yang et al., 1991) 
mentre la trombina stimola la sola liberazione di NO da parte delle 
cellule endoteliali (Luscher et al.,1988). 
Le piastrine stesse possiedono il sistema L-arg-NO  che regola la loro 
attività con un  meccanismo a feedback negativo (Radomski et al., 
1990). La NOS piastrinica è dunque un enzima L-arg-NADPH-





di Ca⁺⁺ e viene inibita da L-NMMA (Muruganadam e Mutus, 1994; 
Chen e Metha, 1996; Wallerath et al., 1997; Berkles et al., 1997). 
 
1.1.3 Inibizione della proliferazione cellulare e conseguente        
regolazione della struttura vascolare NO-mediata. 
 
L’ossido d’azoto è anche in grado di controllare la struttura vascolare, 
in condizioni fisiologiche, mediante la modulazione della 
proliferazione e della migrazione della muscolatura liscia verso la 
parte più interna della parete del vaso. Ciò comporta un ispessimento 
della componente della parete vascolare medio-intima che riduce la 
grandezza del lume.  
L’NO agisce inibendo l’adesione piastrinica, che prevede 
normalmente rilascio di TXA2 e serotonina (Choen et al., 1983; Yang 
et al., 1991) oltre che la migrazione e proliferazione della muscolatura 
liscia. L’NO quindi previene una possibile reazione iperplastica . 
L’NO è anche in grado di inibire la produzione di MCP-1, proteina 
chemioattratrice di monociti (Zeither et al., 1995), la quale costituisce 
una componente importante nella formazione della placca 
aterosclerotica ed è  in grado di rilasciare citochine e fattori di crescita 
(Hannan et al., 1988; DiCorleto e Hassid, 1990 ). 
Tutti questi meccanismi, quindi, portano alla diminuizione del 









1.2 Implicazioni patologiche dovute alla carenza di NO. 
 
Numerose patologie a livello dell’apparato cardiovascolare sono 
caratterizzate da una carenza di NO;  che può essere ricondotta a: 
 disfunzioni o lesioni endoteliali.  
 minore responsività del tessuto bersaglio. 
 maggiore inattivazione di NO. 
 alterazione dell’attività enzimatica della NOS o 
dell’espressione del suo gene. 
Tali  patologie sono rappresentate da: aterosclerosi, ipertensione 
essenziale, diabete mellito e disturbi a livello delle coronarie (in cui si 
manifesta la mancanza di funzione vasorilasciante e antiaggregante 
piastrinica) (De Bedler et al., 1994).  
In modelli sperimentali in cui venivano riprodotte alcune delle 
precedenti patologie si è notato che la somministrazione di NO 
esogeno migliorava il quadro clinico, mentre la rimozione dello strato 
endoteliale era causa di ulteriori squilibri sia a livello del tono 
vascolare che della funzione piastrinica. Per esempio a livello delle 
coronarie umane aterosclerotiche è stata riscontrata una diminuzione 
del rilasciamento endotelio-dipendente (Forstermann, 1986) dovuta a  
rilascio di NO insufficiente (Chester et al., 1990). 
Tali carenze possono essere ricondotte alla generazione dell’anione 
superossido da parte di monociti che si accumulano a livello della 






Figura 3. Formazione del perossinitrito. 
 
L’anione superossido in presenza di NO genera perossinitrito 
(Beckman e Tsai, 1994) un ossidante  capace di diminuire le proprietà 
anti piastriniche e vaso rilascianti dell’NO stesso; è bene notare che in 
condizioni fisiologiche il perossinitrito viene rapidamente convertito 
in NO-donatore, mentre in condizioni di stress ossidativo questo 
meccanismo è ridotto perciò si sviluppano disfunzioni piastriniche e 
del tono vascolare (Brown  et al., 1998). 
Anche un incremento a livello coronarico delle lipoproteine a bassa 
densità (LDL) è causa di mancato rilasciamento di NO endotelio-
dipendente. 
La carenza di NO ha implicazioni negative anche sull’attività 
piastrinica poiché ne favorirà l’adesione e l’aggregazione e il 
conseguente rilascio di sostanze vasocostrittrici di origine piastrinica. 
E’ stata riscontrata insufficienza di NO anche in pazienti deficienti 
dell’enzima anti-ossidante extracellulare perossidasi-3; tale enzima è 
in grado di catalizzare la riduzione del perossido d’idrogeno e dei 






La carenza di NO inoltre promuove a livello vascolare il rilascio di 
fattori di crescita e la proliferazione della muscolatura liscia dei vasi; 
l’NO infatti è responsabile dell’inibizione della proliferazione della 
muscolatura liscia vascolare con meccanismo GMPc mediato (Garg e 
Hassid, 1989) e dell’inibizione del rilascio di mitogeni da parte delle 
piastrine (Barret et al., 1989). 
 
1.3 Ruolo farmacologico dell’ossido d’azoto. 
 
Da tali considerazioni appare evidente che l’NO esercita numerose 
funzioni protettive a livello del sistema cardiovascolare e una sua 





La prima soluzione farmacologica che venne elaborata per sopperire 





NO-sostitutiva per mezzo della somministrazione di NO esogeno 
mediante l’utilizzo di nitro vasodilatatori. 
 
1.4 Farmaci NO-donor. 
 
Gli NO-donor agiscono rilasciando NO sia nelle cellule endoteliali 
che in quelle muscolari della parete vascolare (tramite un meccanismo 
endotelio-mediato) sfruttando un percorso metabolico GMPc-
dipendente identico a quello dell’NO endogeno (Torfgard e Ahlner, 
1994).  
A questa categoria di farmaci appartengono i nitrati e nitriti organici 
(nitrito di amile), il nitroprussiato di sodio (SNP), il nicorandil (2-
nicotinamidoetilnitrato) e le molecole contenenti il gruppo –ONO2 : 
trinitrato di glicerile (GTN), l’isosorbide 5-mononitrato (IS-5-MN) 
che rilasciano spontaneamente l’NO a pH fisiologici con una reazione 
temperatura-dipendente. 
Questi farmaci però hanno dimostrato di indurre un fenomeno di 
tolleranza a breve termine piuttosto marcato, oltre che l’inattivazione 
del sistema renina-angiotensina nitrato-dipendente e uno stress 
ossidativo che ha portato al loro superamento nell’applicazione clinica 






                                                             
             Nitrito di amile                                                                  Isosorbide dinitrato  
  
                                            
       Monoidrato di isosorbide                                    Nitroprussiato di sodio 
                                                                                                                                
 
                                                  
                                                        Trinitrato di glicerina  
 
Tali composti possono essere definiti pro-farmaci in grado di 








Sono state ipotizzate due diverse vie d’attivazione dei nitrati organici: 
 Via enzimatica  
 Via non enzimatica 
 
Via enzimatica: Il sito primario di tale via è a livello della membrana 
plasmatica delle cellule muscolari ed endoteliali (Fung  et al., 1992); 
gli enzimi coinvolti nella denitrazione sono: 
 glutatione-S-transferasi (Kurz et al., 1993). 
 citocromo P450 reduttasi (CYP450R) (McGuire et al., 1998). 
 aldeide deidrogenasi mitocondriale (ALDH2). 
La glutatione-S-transferasi è responsabile della conversione del 
GTN nei suoi due metaboliti attivi 1,2-GDN e 1,3-GDN (Lau e Benet, 
1990) l’ enzima sfrutta il gruppo tiolico ridotto del glutatione, il quale, 
legato al sito catalitico attivo, libera acido nitroso e glutatione 
ossidato; l’acido nitroso viene poi ridotto tramite protonazione o per 
formazione di   S-nitrosotioli (riserva circolante di NO) (Ignarro et al., 
1989). 
La citocromo P450 reduttasi (CYP450R) media la formazione di NO 
e di nitroso tiolo a partire dai nitrati organici; quest’enzima catalizza 
l’attivazione dei nitrati tramite una reazione tiolo-dipendente che porta 
ad intermedi: i nitriti organici. Mentre il CYP 450 induce la sola 
formazione di NO in un secondo momento. E’ stato perciò proposto 
un meccanismo d’azione a più stadi che spiega la biotrasformazione 





L’enzima aldeide deidrogenasi mitocondriale (ALDH2) sembra 
giocare un ruolo importante nel processo di biotrasformazione del 
GTN. E’ stato osservato che essa catalizza la trasformazione di GTN a 
NO2
-
 (Chen et al., 2002) tuttavia la riduzione di NO2
-
 a NO non è stata 
ancora presa in considerazione. 
Nell’aorta la biotrasformazione di GTN porta a vasodilatazione, 
mentre non ha nessun effetto a livello epatico. Inoltre è stato 
dimostrato che nell’aorta i due step metabolici avvengono nello stesso 
compartimento intracellulare cioè nei mitocondri (Chen et al., 2002) e 
tutto il nitrito formato viene immediatamente ridotto a NO. 
Il sodio nitro prussiato (SNP) è invece classificato come un donatore 
spontaneo di NO (Ignarro  et al., 1999; Ignarro et al., 2002; Thatcher 
et al., 2004), infatti, l’NO viene rilasciato da uno speciale complesso 
costituito dal gruppo nitrosilico  cui è legato uno ione ferroso con 
cinque atomi di cianuro (Ignarro et al., 1999). L’utilizzo di questa 
molecola è però poco praticato a causa dell’alta tossicità dovuta alla 
formazione di tiocianato e cianato (Ignarro et al., 2004), inoltre l’SNP 
è in grado di indurre un aumento della citotossicità mediata dal 
perossido d’idrogeno a causa del rilascio di cianuro e di complessi con 
il ferro intracellulari (Wink et al., 1996). 
L’utilizzo di questi farmaci in terapie a lungo termine è in grado di 
indurre tolleranza e probabilmente tale tolleranza può essere causata 
sia da eventi che si trovano a monte (come l’alterazione di uno o più 
step coinvolti nella biotrasformazione dell’NO o dalla riduzione 
dell’attività enzimatica di ALDH2 e CYP450 che da eventi distali 





Per tali motivi alcuni ricercatori hanno portato avanti l’elaborazione di 
nuove molecole terapeuticamente attive costituite da agenti 
farmacologici di corrente uso clinico con l’aggiunta di gruppi 
contenenti la funzione NO-donor, in modo tale da conservare 
l’efficacia terapeutica della molecola d’origine arricchendola del 
potenziale protettivo dell’NO sul sistema cardiovascolare  (Konstantin 
et al.,2006). 
 
1.5 Farmaci NO-donor ibridi. 
 
Sono farmaci con attività terapeutica specifica e contemporaneamente,  
con efficacia sul sistema cardiovascolare, grazie al rilascio di NO. 
Gli ibridi NO-donor sono rappresentati da molecole come: 
NO-statine, NO-sartani, NO-diidropiridine, NO-aceinibitori, NO-




Figura 4.  Modello teorico per la sintesi di un ibrido farmacodinamico: la funzione 















1.5.1  NO-FANS 
 
Gli NO-FANS sono una delle principali classi di farmaci sviluppata 
come ibrido NO-donor, sono composti da  farmaci antiinfiammatori 
non steroidei, FANS, i quali venivano sintetizzati per esterificazione 
della molecola nativa con ossido d’azoto. 
I FANS costituiscono una categoria di farmaci molto utilizzata, 
deputata al controllo sintomatico delle condizioni patologiche 
associate ad infiammazione, febbre e dolore. Allo stesso tempo questi 
farmaci sono responsabili di effetti avversi rappresentati soprattutto a 
livello gastrointestinale (lesioni ulcerative), disfunzioni renali e 
manifestazioni emorragiche (DuBois et al., 1998). 
I FANS svolgono la loro azione mediante l’inibizione dell’enzima 
ciclo-ossigenasi (COX), che è in grado di metabolizzare l’acido 
arachidonico (liberato dai fosfolipidi di membrana, come 
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolammina e fosfatidilinositolo in seguito 
all’attivazione delle fosfolipasi di tipo A2, C e D) trasformandolo 
nell’endoperossido PGG2 che a sua volta viene poi convertito in PGH2 
dalla quale poi si origineranno diversi prodotti come prostaglandine 
(PG) e trombossani (TX). Diversamente, tramite l’enzima 
lipossigenasi (LOX), che agisce sullo stesso substrato (acido 
arachidonico) si ha la formazione di leucotrieni (LC) e acidi tetranoici. 
Infine, a seguito di fenomeni spontanei o per mezzo dell’azione del 
CYP450 (Citocromo P450), in parallelo, si ha la formazione di 
isoprostani  (Murakami, Kudo, 2003). I prostanoidi sono rappresentati 
dalle prostaglandine (PGE2, PGD2, PGF2) dalla prostaciclina PGI2 e 















1.5.2  Ciclo-ossigenasi:  ruolo biologico, struttura e distribuzione. 
 
 
Figura 6. Struttura chimica delle Ciclo-ossigenasi 
 
Questo enzima chiamato anche prostaglandina endoperossido H2 
sintetasi o prostaglandina G/H sintetasi è in grado di svolgere due 
attività: 
 Di tipo perossidasico. 
 Di tipo ciclo-ossigenasico. 
Entrambe portano alla formazione di PGH2 il quale poi si convertirà 
per mezzo di reduttasi e isomerasi specifiche tissutali nei principali 
prostanoidi (Smith e  Song, 2002). 
Esistono diverse isoforme della ciclo-ossigenasi in particolar modo 
due: 
 Ciclo-ossigenasi 1 (COX1)  
 Ciclo-ossigenasi 2 (COX2)                  
La ciclo-ossigenasi 1, costitutiva, è espressa nella maggior parte di 
organi e tessuti nei quali contribuisce al controllo di processi di tipo 
omeostatico e protettivo. E’ una proteina composta da 602 
amminoacidi con peso molecolare pari a 69KDa ed è codificata da un 





costitutiva a livello di numerosi organi e tessuti (stomaco, intestino, 
reni e piastrine). 
La ciclo-ossigenasi 2, inducibile, viene indotta dopo alcuni stimoli e 
contribuisce allo sviluppo di stati patologici (febbre, dolore, 
infiammazione ed evoluzione di neoplasie) (Hinz e Brune, 2002). E’ 
una proteina di 604 amminoacidi con peso molecolare di 69KDa ed è 
codificata da un gene di 8Kb. 
 
Figura 7.  Ruolo biologico delle COX. 
 
Le due isoforme,quindi, presentano un’analogia strutturale pari al 60% 
(Tanabe e Tohnai., 2002) e le principali differenze sono a livello delle 
loro strutture primarie: 
 Nella porzione carbossi-terminale della COX-2 è presente una 
porzione di 18 residui amminoacidici che invece nella COX-1 
non è presente. Questa riduzione, tuttavia, non implica una 





 La COX-1 presenta sempre tre siti di N-glicosidazione mentre 
la COX-2 può essere glicosilata in tre o quattro siti differenti. 
Nella COX-1 la glicosilazione risulta necessaria affinchè essa 
assuma un’appropriata struttura tridimensionale che ne assicuri 
la funzione attiva (Garavito et al., 2002). 
Entrambe le isoforme sono localizzate a livello della membrana del 
reticolo sarcoplasmatico e della membrana interna ed esterna 
dell’involucro nucleare. In entrambi i casi l’enzima attivo è costituito 
da un omodimero, la dimerizzazione, infatti, risulta essere essenziale 
affinchè  l’enzima possa manifestare la propria attività catalitica. 
Ogni monomero è costituito da tre regioni distinte: 
 
Structure of the Prostaglandin H2 synthase-1 homo-dimer: EGF-like domain (blue), 
amphipathic membrane binding motif (red), catalytic globular domain (grey), heme 
groups (brown), and arachidonic acid in its binding site (yellow). 
 
 Dominio EGF: costituito da 50 amminoacidi a livello della 
porzione ammino-terminale, essenziale per la formazione 
dell’interfaccia tra i due monomeri, per il mantenimento della 
struttura terziaria e per la stabilità dell’enzima. 
 Dominio MDB: costituito da 50 amminoacidi e caratterizzato 





catalitico. I residui aromatici ed idrofobici creano una tasca 
polare all’interno del sito e alcune α-eliche delimitano il canale 
idrofobico attraverso il quale gli stessi FANS accedono al sito 
catalitico (Smith et al., 2000) 
 Porzione carbossi-terminale: costituita da 460 amminoacidi 
che formano il sito catalitico dell’enzima e al quale si ancora il 
gruppo eme . 
E’ bene prendere in considerazione le caratteristiche del canale 
idrofobico  e del sito attivo enzimatici, sopra citati, in quanto in essi 
sono presenti ulteriori differenze strutturali tra le due isoforme.  
Il canale idrofobico è costituito da 24 amminoacidi di cui tre polari 
(arg-120, ser-353, ser-530), tali amminoacidi sono molto simili nelle 
due isoforme, però nella COX-1 nella posizione 523 è presente 
un’isoleucina mentre nella COX-2 una valina. 
Il sito attivo della COX-2 è più ampio di circa il 20% rispetto a quello 
della COX-1 e ciò è causato dalla sostituzione di tre amminoacidi (Ile-
523, Ile-434 e His-513) della COX-1 con altri tre della COX-2 (Val-
523, Val-434 e Arg-513) in più è presente una diversa struttura ad α-







Figura 8. Residui amminoacidici di COX-1 e COX-2 coinvolti nell'interazione con i 
FANS. 
 
COX-1 è COX-2 catalizzano entrambe  la conversione dell’acido 
arachidonico in PGH2 attraverso delle reazioni enzimatiche in 
successione mediate da due siti distinti ma correlati strutturalmente 
all’enzima. 
La reazione ciclo-ossigenasica avviene a livello del core idrofobico 
del sito attivo e favorisce la trasformazione dell’acido arachidonico in 
PGG2. 
 La reazione perossidasica avviene a livello della porzione 
superficiale della proteina dove si trova localizzato il gruppo eme, tale 









1.5.3  Ciclo-ossigenasi 2 (COX-2): gene codificante l’enzima e 
localizzazione nell’organismo umano. 
 
Figura 9. Struttura tridimensionale della COX-2. 
 
La COX-2 ha attività catalitica identica alla COX-1 e struttura 
terziaria simile ma è codificata da geni distinti, localizzati su 
cromosomi diversi e con diversi profili di espressione a seconda del 
tipo di tessuto e della situazione fisiopatologica. 
Il gene codificante è costituito da 10 esoni e può dar luogo a diverse 
varianti di RNA messaggero. La sua trascrizione viene notevolmente 
incrementata in risposta a stimoli da parte di fattori di crescita (EGF, 
PDGF, FGF), mediatori dell’infiammazione (interleuchina-1), fattore 
di crescita α-lipopolisaccaride, 12-O-tetradecanoil-13-acetato (TPA), 
ormoni (FSH, LH), estrogeni e oncogeni, mentre può essere inibita da 
glucocorticoidi, citochine anti-infiammatorie e ligandi dei recettori 
PPAR (peroxisome proliferator actived receptors) (Smith et al.,2000; 
Hersheman, 1999). 
Ad oggi sono state individuate due vie di trasduzione del segnale 





lipopolisacaridi) o i fattori di crescita che possono stimolare la 
trascrizione del gene: 
 Le vie intracellulari che portano all’attivazione del 
fattore di trascrizione nucleare NF-Kb comune in diversi 
tipi di risposta infiammatoria. 
 Le cascate associate all’attivazione delle protein-chinasi 
mitogeno-attivate (MAPK). 
La COX-2, pur essendo prevalentemente inducibile, si trova espressa 
in modo costitutivo a  livello di alcuni distretti dell’organismo umano 
come ad esempio a livello del sistema nervoso centrale, della trachea, 
del rene, del testicolo, dell’ovaio e dell’utero (Turini e Dubois, 2002). 
 A livello del SNC si trova nella corteccia cerebrale, 
nell’ippocampo e nel midollo spinale. 
E’ stato dimostrato che ha  un ruolo fondamentale circa 
la termoregolazione ipotalamica e la trasmissione del 
dolore a livello del midollo spinale (Samad et al., 2002). 
Inoltre sembra che alti livelli dell’enzima in aree 
cerebrali deputate al controllo delle funzioni cognitive e 
della memoria possano contribuire allo sviluppo del 
morbo di Alzheimer (Pasinetti, 2001). 
 A livello renale è espresso in maniera costitutiva nella 
macula densa, dove contribuisce al controllo della 
pressione arteriosa attraverso il rilascio di renina, la 






 A livello cardiovascolare è di tipo costitutivo ed è 
espresso nelle cellule endoteliali e della muscolatura 
liscia vasale; lì svolge un ruolo protettivo della parete 
dei vasi mediante la produzione di PGI2 tramite azione 
vasorilasciante ed antiaggregante. 
 A livello gastrointestinale l’enzima è di tipo inducibile, 
ciò è legato ai processi infiammatori e neoplastici. E’ 
stato dimostrato che farmaci inibitori COX-2 selettivi 
riducono l’insorgenza tumorale a livello gastro-
intestinale, pertanto, è stato ritenuto opportuno l’utilizzo 
di inibitori COX-2 selettivi nel trattamento del tumore 
















1.6  Farmaci inibitori COX-2 -selettivi: a livello 
cardiovascolare, a livello piastrinico/endoteliale e a livello 
gastrointestinale. 
 
Sulla base delle differenze strutturali a livello degli amminoacidi 
che formano il sito catalitico delle due isoforme delle ciclo-
ossigenasi è stato sintetizzato un nuovo gruppo di farmaci inibitori 
selettivi della COX-2 chiamati COXIB. 
I Coxib (celecoxib, rofecoxib, etoricoxib, valdecoxib, parecoxib) 
svolgono un ruolo chiave nella risposta flogistica e nella 
percezione del dolore, vanno ad inibire il processo infiammatorio 
catalizzato dell’enzima e contemporaneamente la produzione 
incessante di enzima COX-1 così da diminuire il rischio di lesioni 
gastro-intestinali. 
Questi farmaci presentano una struttura diarileterociclica nella 
quale risulta chiara l’importanza del gruppo solfonamidico 
(celecoxib, valdecoxib e parecoxib) e del gruppo metansolfonico 
(rofecoxib ed etoricoxib) entrambi capaci di formare legami ad 
idrogeno con l’enzima COX-2 inserendosi in una nicchia presente 
all’interno del canale idrofobico (tasca laterale) e in tal modo  
inibendolo. I coxib mostrano un’attività inibitrice tempo-
dipendente irreversibile nei confronti della COX-2, mentre 
agiscono sulla COX-1 con una cinetica di tipo competitivo con una 







Figura 10. Coxib: COX-2 inibitori. 
 
1. A  livello cardiovascolare: l’inibizione dell’enzima determina 
la mancata formazione di PGI2 che, prodotta a livello dell’endotelio, 
agisce come potente vasodilatatore ed antiaggregante piastrinico. 
Pertanto  se da un lato viene evitato l’effetto gastrolesivo tipico dei 
FANS tradizionali, dall’altro aumenta il rischio di aggregazione 
piastrinica. La scoperta di tale danno a livello cardiovascolare è 
avvenuta successivamente alla messa in commercio di questi farmaci . 
Attraverso vari studi  è stato dimostrato che il trattamento con il 
rofecoxib, se da un lato riduceva del 50% i danni a livello 
gastrointestinale, dall’altro generava complicanze a livello cardiaco 
(infarti acuti del miocardio); in più il rischio di infarto al miocardio fin 
dall’inizio della terapia aumentava, già alla prima dose (Bresalier et 
al., 2005). Anche studi sul celecoxib hanno dimostrato gli stessi effetti 
negativi ma per dosi più elevate rispetto al rofecoxib. Inoltre l’uso del 
celecoxib determina un miglioramento della funzione vasodilatatrice 
endotelio-dipendente e riduce l’infiammazione cronica e lo stress 





La regolazione  della pressione e del tono vascolare sono controllati 
da canali ionici, tra cui i canali del potassio (K
+
) e quelli del calcio 
(Ca
++
) voltaggio dipendenti. A livello della muscolatura liscia vasale 
sono presenti molti canali del K
+
, appartenenti alla famiglia dei Kv7 
(Kv7.1-Kv7.5), ed una alterazione di essi può causare variazioni 
sull’eccitabilità della membrana, sulla contrazione e sul tono vascolare 
(Yeung et al.,2007, Mackie et al., 2008). E’ stato dimostrato che il 
celecoxib è in grado di attivare i canali Kv7 ed inibire i canali del 
calcio L-type (Bruggemman et al., 2009). Inoltre l’effetto del 
celecoxib sui canali ionici è indipendente dalla capacità di inibizione 
della COX-2, infatti, l’utilizzo di un derivato (2,5-dimetil-celecoxib) 
che non presenta capacità di inibire l’enzima presenta ugualmente la 
capacità di attivare i canali del K
+
 (Schontal, 2006). 
Si può concludere dicendo che il celecoxib, oltre alla componente 
COX-2 inibitrice, presenta un’attività a livello dei Kv7 responsabile 
della propria efficacia antiipertensiva, il che  può spiegare la riduzione 
di rischi a livello cardiovascolare rispetto al rofecoxib. 
 
 





2. A livello piastrinico/endoteliale: con l’utilizzo dei coxib si 
nota il decremento della produzione di prostaciclina PGI2 associata 
all’inalterata produzione di TXA2.  
Il TXA2 è prodotto dalle piastrine grazie alla COX-1 ed è in grado di 
indurre aggregazione piastrinica, vasocostrizione e proliferazione 
della muscolatura liscia dei vasi, l’aumento di TXA2 incrementa 
l’insorgere di sindromi associate all’aggregazione piastrinica come 
angina stabile o arteriopatia periferica ostruttiva. 
La PGI2 invece è prodotta dall’endotelio principalmente in risposta 
all’attivazione di COX-2 e agisce come inibitore dell’attivazione 
piastrinica, come vasodilatatore e inibitore della proliferazione della 
muscolatura liscia vasale. Quindi la liberazione contemporanea dei 
due fattori da parte delle due isoforme enzimatiche nel corso di alcune 
patologie attribuisce alla PGI2 un effetto compensatorio. 
La PGE2 e la PGI2 sono però anche dotate di attività pro-
infiammatoria e la loro produzione a livello vascolare può causare un 
aumento dell’espressione della COX-2. Per cui si può ipotizzare che 
l’inibizione della COX-2 può avere sia effetti negativi che positivi 
sulle funzioni endotelio-piastriniche e sui meccanismi di 
cardioprotezione in base al contesto fisiopatologico per il quale è 
richiesto il trattamento con coxib. 
Tuttavia, l’utilizzo di COX-2 inibitori determina, generalmente, un 
aumento dei fenomeni trombotici e di patologie connesse ad essi. 
 
3. A livello gastrointestinale: i farmaci inibitori della COX-2 a 
differenza dei FANS non sono in grado di inibire la COX-1 e perciò a 





I FANS provocano lesioni a carico della mucosa intestinale poiché 
provocano una riduzione delle prostaglandine, in particolare PGF2. 
Nella pratica clinica anche per gli inibitori COX-2 selettivi sono stati 
riscontrati  effetti avversi a carico dell’apparato gastrointestinale a 
seguito del loro utilizzo. Tale evento può essere spiegato secondo il 
fenomeno definito “channelling” (prescrizione selettiva in soggetti 
predisposti allo sviluppo di lesioni gastriche). In assenza dell’effetto 
“channelling” l’impiego dei coxib determina un minor rischio di 
effetti avversi a livello gastrointestinale rispetto ai FANS tradizionali  
(MacDonald et al., 2003). 






2. INTRODUZIONE ALLA PARTE  
SPERIMENTALE. 
 
2.1  Farmaci anti-infiammatori non steroidei selettivi e non 
selettivi (NSAIDS) e rischi cardiovascolari. 
 
I farmaci non steroidei anti-infiammatori selettivi o non selettivi 
(NSAIDS) sono comunemente usati come antiinfiammatori, analgesici 
e antipiretici. 
Più di 30 milioni di individui al mondo assumono una o più dosi di 
FANS al giorno. Le patologie più comunemente trattate sono disordini 
acuti o cronici muscolo-scheletrici, l’artrite idiopatica giovanile e il 
più delle volte osteo-artriti che affliggono 20 milioni di individui negli 
USA (Singh  et al., 2006 ; Bombardieri et al., 1981) . 
Più del 20%  di individui di età maggiore ai 65 anni fa uso di questi 
farmaci prescritti e molti senza neanche una prescrizione medica. 
Gli individui più anziani che hanno un maggior rischio per quanto 
concerne i disagi cardiovascolari, sono anche il più largo segmento 
della popolazione che ne fa un  uso regolare. 
L’inibizione delle COX, da parte di questa classe di farmaci, è il più 
importante effetto terapeutico, tuttavia, l’inibizione delle stesse causa 
problemi a livello del sistema cardiovascolare includendo 
l’aggregazione piastrinica, l’ossidazione dei lipidi, l’alterazione della 





funzione endoteliale, apoptosi, fibrosi cardiaca, infarto miocardico 
acuto (AMI), aritmie ed interazioni a livello della pressione 
sanguigna. Quindi interferiscono con le terapie anti-ipertensive, con la 
ritenzione di sodio e acqua (Peplow, 1988), con gli effetti 
cardioprotettivi dell’aspirina (Gladding et al., 2007; Gurbel et al., 
2007; Scheiman et al., 2009) ed aumentano la possibilità di problemi 
cardiaci di varia natura (Farkouh et al., 2009). 
Esistono varie categorie  di farmaci non steroidei antiinfiammatori: 
 Salicilati (es. acido acetil-salicilico). 
 Derivati dell’acido propionico (es. ibuprofene, naproxene, 
fenoprofene). 
 Para-aminofenoli (es. paracetamolo). 
 COX-2 inibitori (es. celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, 
etroricoxib, lumiracoxib ). 
Gli inibitori COX-2 sono stati sviluppati con l’intento di minimizzare 
la tossicità nei trattamenti di pazienti con disordini a livello 
infiammatorio perché, come già evidenziato in precedenza, l’isoforma 
enzimatica COX-2 è abbondante a livello dei tessuti infiammati (es. 
tessuto sinoviale nell’artrite) invece, è poco presente nel tratto gastro-
intestinale (Gossel TA.). 
Rofecoxib e celecoxib, sono stati i primi due inibitori approvati dalla 
FDA (United States Food and Drug Administration) ma soltanto il 
secondo si trova ancora in vendita. Rofecoxib è stato tempestivamente 
ritirato dal commercio. 





Gli inibitori COX-2 variano nella loro selettività per  la COX-2 e 
COX-1 nel seguente ordine:  
rofecoxib>valdecoxib> parecoxib>celecoxib . 
Per esempio, il Rofecoxib e i suoi metaboliti sono associati ad una 
degradazione dell’elastina aortica attraverso una reazione di 
condensazione che previene la formazione dei corretti legami tra le 
fibre muscolari a livello aortico, ciò è ritenuto uno dei fattori di 
incremento del rischio cardio-vascolare (Oitate et al., 2006; Oitate et 
al., 2007 ). 
Alcuni ricercatori hanno esaminato sette comuni antiinfiammatori non 
steroidei  (celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, ibuprufene, naproxene, 
diclofene e indometacina) ed hanno stimato un incremento del rischio 
di infarti e problemi cardiaci associati al solo utilizzo di rofecoxib e 
valdecoxib (Romui et al., 2008). 
In generale, tali anti-infiammatori non steroidei, causano ritenzione 
idrica riducendo il flusso sanguigno renale ed inibendo la funzione 
escretoria (Clive et al., 1984; Whelton et al., 1991; Evans et al., 1995; 
Perez et al., 1996). I pazienti che assumono farmaci  inibitori del 
sistema renina-angiotensina  ed ACE-inibitori sono molto più sensibili 
all’eccesso di volume sanguigno. La rimozione di prostaglandina PGI2 
può essere associata, invece, a minori effetti vasodilatatori (Hermann 
et al. 2003). 
L’aumento della pressione arteriosa è stata rilevata dopo l’utilizzo di 
rofecoxib e celecoxib in pazienti trattati con ace-inibitorie e beta-
bloccanti ma non in pazienti trattati con calcio-antagonisti (Whelton et 
al., 2002). 





Studi successivi, inoltre, provavano che la destabilizzazione della 
pressione arteriosa non avveniva in pazienti ipertesi trattati con 
bloccanti renina-angiotensina che ricevevano un antiinfiammatorio 
non steroideo con proprietà ossidanti, forse a causa del ruolo della 
prostaciclina vascolare e/o dell’NO endogeno (White et al., 2009). 
L’inibizione selettiva COX-2 può causare una riduzione della 
produzione endoteliale di prostaciclina. La prostaciclina ha due ruoli 
significativi a livello del sistema circolatorio:  
 Vasodilatazione arteriosa attraverso il rilasciamento della 
muscolatura arteriolare. 
 Inibizione dell’aggregazione piastrinica, senza alterazione della  
produzione di TXA2 a livello piastrinico . 
Quindi tale inibizione selettiva può causare un’alterazione dei livelli 
di prostanoidi che può incrementare l’insorgenza di trombosi intra-
vascolari con incremento di edema miocardico e secondariamente 
aumento di infarti nei pazienti con pregresso infarto miocardico acuto 
(Choen et al.,2000; Graham et al., 2002 ). 
I pazienti che fanno uso di rofecoxib possono incorrere in un’alterata 
frequenza cardiaca (aritmia ventricolare e sopra-ventricolare), 
comunque effetti pro-aritmici non sono stati mai riportati a seguito 
della somministrazione di altri antiinfiammatori non steroidei (Zhang 
et al., 2006). 
Infine, è bene notare che, una bassa dose di acido acetil-salicilico è 
protettiva contro l’infarto miocardico acuto, aritmie e problemi 





cardiocircolatori, tramite l’inibizione dell’attivazione delle piastrine 
ed  è  raccomandata nella prevenzione dei problemi cardiovascolari. 
L’acido acetil-salicilico agisce inibendo la COX-1 e la TXA2  tramite 
l’acetilazione della Ser-529 situata in prossimità del sito catalitico 
dell’isoforma enzimatica 1. L’esposizione all’aspirina rende le 
piastrine permanentemente non funzionali in quanto non possono 
rigenerare la COX-1. La co-somministrazione di altri antiinfiammatori 
può inattivare l’azione dell’aspirina; per esempio quando gli inibitori 
COX-2 sono assunti prima dell’acido acetil-salicilico, l’effetto anti-
piastrinico dello stesso acido è nullo (Rowlinson et al., 2003). Solo il 
celecoxib può essere preso prima o contemporaneamente all’aspirina 
(Gladding et al., 2008). Pazienti con persistenti problemi di 
ipertensione devono essere monitorati quando assumono 
antiinfiammatori diversi dall’aspirina, inclusi i COX-2 inibitori, 
specialmente nei primi mesi, in particolare se sono affetti da diabete 
mellito e da qualsiasi problema renale (White et al., 2007). 
Nuove classi di antiinfiammatori e analgesici, CINOD, sono stati 
sviluppati e sono tutt’ora in continuo sviluppo come COX-inibitori ma 
NO-donatori  (Whithe et al., 2009) e come antagonisti recettoriali del 
prostanoide E  (Patrono et al., 2009; Lohmander et al., 2005).  
Questi agenti possono indurre una minore destabilizzazione e un 
minore controllo della pressione arteriosa nei pazienti con ipertensione 
ma anche in pazienti che fanno uso di inibitori renina-angiotensina.  
 
 





2.2 CINOD: potenziali benefici sulle funzioni renali e 
cardiovascolari. 
 
I CINOD (COX-2 inibitori NO-donatori) sono una nuova classe di 
agenti designati al trattamento del dolore e dell’infiammazione. Essi  
hanno un meccanismo d’azione multifunzionale che implica 
l’inibizione delle COX  e la donazione dell’ossido nitrico. 
Gli effetti anti infiammatori e analgesici dell’inibizione delle COX 
sono potenziati attraverso l’inibizione delle caspasi-1  che regolano la 
produzione di citochine, mentre la produzione di ossido nitrico 
fornisce una protezione di molti organi.  
Sia le sostanze anti infiammatorie non stereoidee  (NSAIDS) non 
selettive che i COX-2 selettivi NSAIDS sono associati ad un’ampia 
varietà di effetti collaterali sul sistema renale, come l’ipertensione e 
l’edema, i CINOD possono offrire un profilo di sicurezza renale 
migliore. Questi agenti sono privi di effetti ipertensivi come rilevato 
nei modelli animali. Hanno anche altri effetti di salvaguardia renale, 
essendo meglio tollerati rispetto ai NSAIDS  (Muscarà et al., 2006 ).  
Nel rene umano la COX-2 è localizzata a livello vascolare, nel 
glomerulo e nella macula densa (Komhoff et al., 1997;  Nantel et al., 
1999). 
Gli effetti avversi a livello renale dei NSAIDS sono associati  
all’inibizione di una o entrambe le isoforme  COX (Komhoff et al., 
1997).  





Le Prostaglandine sono implicate in parecchi aspetti della funzione 
renale: regolazione del tono vascolare, controllo  della funzione 
tubulare e controllo  della liberazione di renina (Smith et al., 1995; 
Schneider et al., 1998). L’effetto vasodilatatore delle prostaglandine  è 
importante nel mantenimento della fisiologica filtrazione glomerulare  
dei  sali e dell’acqua (Smith et al., 1995; Schneider et al., 1998; Nath 
et al., 1987; Whelton 1999).  
Nel normale stato fisiologico, le prostaglandine derivanti  
dall’attivazione della COX-2 promuovono l’assorbimento dei  sali e 
l’escrezione dell’acqua ma anche  la secrezione di renina (Yang et al., 
1998). 
L’azione antiinfiammatoria ed analgesica dei CINOD è potenziata 
anche dal rilascio di ossido nitrico, che è in grado di inibire  le caspasi  
per mezzo di S-nitrosilazione dei gruppi tiolici, localizzati nel nucleo 
catalitico dell’enzima (Fiorucci et al., 2000; Singh et al., 2003). 
L’inibizione delle caspasi, normalmente utili nel  processo cellulare di 
maturazione delle interleuchine-1 e IL-18 previene la generazione di 
queste citochine pro-infiammatorie (Fiorucci et al., 2000). 
L’inibizione di questa famiglia di enzimi può essere un meccanismo 
complementare all’effetto anti-infiammatorio e analgesico dei CINOD 
e potrebbe anche contribuire agli effetti gastroprotettivi dei CINOD.  
Come  è stato descritto sopra, gli effetti ipertensivi dei  NSAIDS 
possono evidenziarsi a seguito dell’inibizione della sintesi di 
prostaglandine vascolari  e  dalla stimolazione del rilascio di renina 
(Whelton 1999).  





Mentre è evidente che  gli  NSAIDS non selettivi possono aumentare 
la pressione del sangue, ancora sono  pochi  i dati disponibili 
riguardanti gli  effetti ipertensivi dei COX-2 selettivi. 
Nei ratti è stato osservato che gli anti infiammatori come il  celecoxib 
aumentano in modo significativo  la pressione sanguigna e 
potenziando tale stato ipertensivo nel tempo (Whelton 2000). 
Anche il  Rofecoxib causa un aumento della pressione arteriosa 
interagendo, però, con gli ACE-inibitori  ( Whelton 1999; Hall et al., 
1992; Muscarà et al., 2001).  Ma non esistono  studi clinici 
sull’interazione tra il celecoxib e gli ACE-inibitori. 
 
2.2.1 Le proprietà antiipertensive dei CINOD. 
 
Mentre i NSAIDS possono aggravare l’ipertensione e diminuire 
l’efficacia di terapie anti-ipertensive (Whelton et al., 1999), i CINOD 
sembrano privi di  effetti ipertensivi nei modelli animali. 
Sia l’ossido nitrico che le prostaglandine giocano un ruolo 
fondamentale nel mantenere l’omeostasi renale e il controllo della 
pressione del sangue (Patrono 1987; Oates et al., 1988), queste 
conclusioni mostrano che l’ossido nitrico ha azioni anti-ipertensive 
quando la produzione di prostaglandine e ossido nitrico endogeno 
sono cronicamente repressi.  
I CINOD non alterano la pressione arteriosa sistemica quando sono 
somministrati ai ratti soggetti a shock endotossico (Wallace et al., 





1995). Quindi gli effetti dei CINOD sulla pressione sanguigna sono 
probabilmente dovuti all’interazione dell’ossido nitrico con i processi 
fisiologici che controllano la pressione stessa.  
Gli effetti dei CINOD in animali ipertesi sono stati anche presi in 
considerazione  per comprendere la modulazione dell’endotelina-1 
(ET-1), agente vasocostrittore (Muscarà et al., 2000). 
In condizioni fisiologiche normali , la costrizione dei vasi sanguigni 
causata dall’endotelina è neutralizzata dal rilascio sia di ossido nitrico  
endogeno che di prostacicline. 
 
2.2.2 Potenzialità dei CINOD nella prevenzione 
dell’edema e della congestione cardiaca. 
 
L’ossido nitrico  è  coinvolto nella normale regolazione del volume  
del fluido extracellulare e della pressione arteriosa, ma anche se, sono 
stati resi  noti  i meccanismi per i quali la sua produzione aumenti, non 
sono state ancora completamente chiarite le correlazioni  che esso ha 
con la regolazione del volume extracellulare. Si è ipotizzato che 
l’ossido nitrico aumenti l’escrezione di sodio aumentando la 
filtrazione glomerulare e inibendo il riassorbimento  a livello del 
tubulo collettore (Kone 1997; Schnackenberg et al., 1997).  
In più, l’ossido nitrico riduce il riassorbimento tubulare mediante                        
l’aumento del flusso di sangue a livello midollare ed incrementando la 
pressione idrostatica renale ma anche antagonizzando  le azioni renali 





legate al rilascio dell’angiotensina 2 (Kone 1997; Schnackenberg et 
al., 1997).  
I  NSAIDS causano  ritenzione  di sodio ed edema a seguito 
dell’inibizione delle prostaglandine renali. 
L’ossido nitrico donato dai CINOD, invece, potrebbe teoricamente 
sostituire le azioni delle prostaglandine mentre questi agenti ancora 
provvedono agli effetti terapeutici dell’inibizione delle COX.  
Inoltre l’inibizione dell’apoptosi grazie ai  CINOD, raggiunta 
attraverso l’inibizione delle caspasi, può anche preservare la funzione 
cardiaca (Seta et al., 1996). 
Così l’effetto anti-apoptotico dei CINOD può contribuire alla 
protezione del cuore nei modelli animali.La prova sui modelli animali 
propone che i CINOD  preservano il sistema renale (Wallace et al., 
1997). 
 
2.2.3 Effetti dei FANS e di antiinfiammatori COX-2 
selettivi sull’attività piastrinica. 
 
L’emostasi locale dipende in parte dall’equilibrio fra l’azione del 
trombossano A2 (un attivatore piastrinico e vasocostrittore) e della 
prostaciclina, che è un inibitore dell’aggregazione piastrinica e un 
vasodilatatore (McAdam et al., 1999). I FANS convenzionali possono 
avere un effetto clinicamente significativo sull’emostasi, dovuto al 
fatto che inibiscono il trombossano A2 (TXA2) nelle piastrine e la 
prostaciclina (PGI2) nelle cellule endoteliali. Questa inibizione può 





dare luogo ad un incremento del tempo di emorragia  contribuendo a 
creare i danni gastrointestinali che possono accompagnare l’uso dei 
FANS convenzionali. Mentre i FANS non selettivi sopprimono la 
prostaciclina e il trombossano A2 in vivo e in vitro,  il rofecoxib e il 
celecoxib, solo a dosi terapeutiche, sopprimono in vivo ed in vitro la 
produzione di prostaciclina, ma hanno poco o nessun effetto sul 
trombossano A2 piastrinico (McAdam et al., 1999; Greenberg et al., 
2000). La prostaciclina è un importante antitrombotico e 
vasodilatatore, e si pensa che la COX-2 (cicloossigenasi 2) giochi un 
ruolo nella biosintesi della prostaglandina E2 sia di produzione 
sistemica che renale, la quale influenza la sintesi di prostaciclina 
(McAdam et al., 1999). Di conseguenza, l’inibizione selettiva della 
COX-2 potrebbe turbare l’omeostasi piastrinico-vascolare mediata 
dall’equilibrio dinamico fra trombossano A2 e prostaciclina. Questo 
implica che l’inibizione selettiva COX-2 potrebbe far crescere il 
rischio di eventi cardiovascolari, conclusione che inizia ora ad essere 
più ampiamente riconosciuta. 
Lo studio VIGOR ( Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research) ha 
confrontato l’uso di rofecoxib con quello di naprossene in pazienti con 
artrite reumatoide, e ha evidenziato che il trattamento con un  FANS 
COX-2 selettivo si associava ad un incremento di 5 volte della 
percentuale di  infarto del miocardio (Bombardier et al., 2000).   
Nello studio CLASS ( Celecoxib Long-Term Arthritis Safety Study ), 
che confrontava celecoxib e ibuprofene o  diclofenac, non si è 
riscontata alcuna differenza nella percentuale di infarto miocardico 
registrato per ognuno dei diversi gruppi trattati  (Silverstein et al., 
2000).  





Non è ancora possibile stabilire categoricamente se i FANS COX-2 
selettivi siano o meno associati con un rischio addizionale di eventi 
trombotici. Per meglio dire, i FANS COX-2 selettivi non posseggono 
proprietà anti trombotiche e il loro migliorato profilo gastrointestinale 
può essere attenuato dalla co-somministrazione di aspirina. 
Comunque, i risultati ottenuti sui ratti mostrano che un danno gastrico 
indotto con aspirina viene significativamente aggravato dalla co-
somministrazione di celecoxib (Muscarà et al., 2001). 
 
2.2.4 Effetti degli inibitori  COX-2 selettivi  sulla 
pressione sanguigna. 
 
È noto che gli inibitori delle COX hanno effetti brevi ma significativi  
sulla pressione sanguigna, principalmente nei pazienti ipertesi che 
seguono una cura  anti-ipertensiva. Se  gli inibitori COX-2 
interferiscono anche con la regolazione della  pressione sanguigna non 
è ancora ben chiaro. 
I risultati indicano che l’inibizione cronica di COX-2 causa un 
aumento della pressione sanguigna che dipende dalla sintesi di 
prostaciclina. Inoltre, questo aumento è indipendente dalla 
predisposizione genetica e può essere prevenuto con un ridotto 
apporto di sale nella dieta. Allo stesso modo, l’attivazione del sistema  
renina-angiotensina-aldosterone  sembra non essere responsabile 
dell’incremento pressorio (Klaus et al.,2002). 
Nell’uomo, è stato dimostrato che gli inibitori selettivi COX-2 
(celecoxib e rofecoxib) reprimono notevolmente le sintesi  delle 





prostacicline nei volontari sani  (McAdam et al., 1999; Catella-
Lawson et al., 1999). In più, è stato descritto che gli inibitori COX-2 
selettivi riducono la concentrazione di PGE2  nella corteccia del rene 
del ratto (Hocherl et al.,2001) e riducono l’escrezione renale di PGs 
(Kammerl et al., 2001). Se, e come gli inibitori selettivi COX-2 
interferiscano con la regolazione della pressione sanguigna non è 
ancora chiaro.  
In un gruppo di  uomini adulti che soffrivano  di osteoartrite (Whelton 
et al., 2001), è stato evidenziato che gli inibitori COX-2 non 
modificavano  o incrementavano  la pressione sanguigna (Rossat et 
al.,1999; Catella-Lawson et al., 1999).  
Nei ratti WKY, i trattamenti prolungati con l’inibitore COX-2   hanno 
aumentato la pressione (Muscara et al., 2000), mentre nei ratti 
Sprague Dawley, con ipertensione renovascolare,  hanno abbassato la 
pressione sanguigna (Wang et al., 1999). 
A causa di questi  diversi e diffusi eventi, sistematicamente ci si  
interroga sull’effetto dell’inibizione di COX-2 selettivi sulla pressione 
sanguigna nei ratti. 
In particolare, lo studio di interesse (Klaus et al.,2002) era indirizzato 
a capire gli effetti dell’inibizione COX-2 sulla pressione sanguigna nei 
ratti SHR spontaneamente ipertesi. A tal proposito, i ricercatori hanno 
sottoposto ratti normotesi (WKI)  e  ratti spontaneamente  ipertesi 
(SHR) a differenti diete di sale e li hanno  trattati con l’inibitore COX-
2 selettivo rofecoxib. 
Per determinare gli effetti dipendenti dalla dose di rofecoxib sulla 
pressione sanguigna, sono stati trattati oralmente gruppi di otto ratti 





ogni giorno con rofecoxib o veicolo mantenendo  un normale apporto 
di sale per 4 settimane.  
I ratti erano consci durante il  gavaggio della sostanza o del veicolo.  
Alla fine del trattamento la media della pressione  sanguigna dei ratti 
trattati con  il rofecoxib era  di 15, 17, 21 e 23 mmHg più alta rispetto 
a quella dei ratti trattati con il solo veicolo (Klaus et al.,2002 ). 
In linea con le osservazioni precedenti è stato trovato un aumento 
nella pressione sanguigna in entrambi i ratti sia SHR che WKI dopo 
somministrazione di rofecoxib. 
La pressione del sangue aumentava, già dopo una settimana di 
trattamento  con rofecoxib e rimaneva costantemente elevata . 
I dati suggeriscono ampliamente che la regolazione della pressione 
dipende dall’ equilibrio di PGI2 e TXA2. 
Quindi l’inibizione di PGI2 diretta, attraverso gli inibitori COX-2 può 
essere un fattore basilare per l’aumento della pressione sanguigna. 
I dati suggeriscono che il trattamento prolungato con inibitori COX-2 
selettivi causa un aumento della pressione; tale incremento potrebbe 
essere dovuto ai ridotti livelli  di prostaciclina. Nei ratti SHR, che 
sono considerati modelli sperimentali rappresentativi  
dell’ipertensione umana, l’inibizione della COX-2 causa, in modo 
evidente, un incremento costante della pressione sanguigna, già 
fisiologicamente visibile in questa specie animale in funzione dell’età 
(Klaus et al.,2002). Ciò, però, non è allo stesso modo evidenziabile in 
ratti normotesi. 





3. SCOPO DELLA RICERCA. 
 
Gli inibitori COX-2 selettivi (coxib) sono un importante classe di 
farmaci usati, come precedentemente detto, per il trattamento del 
dolore acuto e cronico derivante da patologie infiammatorie. Questa 
classe di farmaci è caratterizzata da una  ridotta gastro-tossicità 
rispetto alla classe di farmaci antiinfiammatori non-steroidei 
tradizionali (FANS), dovuta alla loro capacità di non legare l’isoforma 
1 della ciclo- ossigenasi (COX-1) (Fitzgerald e Patrono 2001; Patrono 
et al., 2001). 
I coxib più importanti appartengono alla classe dei diarileterocicli e 
portano due anelli fenilici su atomi vicini di un sistema eterociclico 
costituito da cinque o sei elementi.  
Uno dei due anelli fenilici ha un sostituente metilsolfonico o amino 
solfonico che determina la selettività nei confronti dell’isoforma 
COX-2. 
I gruppi NH2SO4 e CH3SO2 sono inoltre importanti per il legame ad 
idrogeno che si forma con l’amminoacido Arg-513 presente  solo 
nell’isoforma COX-2; l’isoforma COX-1, infatti, mostra nella 
medesima posizione un’istidina (Michaux e Charlier, 2004). 
Durante la loro applicazione clinica è diventato sempre più evidente il 
rischio cardio-vascolare provocato da tali farmaci; questa 
cardiotossicità sembra legata alla ridotta bio-sintesi di prostacicline 




PGI2, con un conseguente squilibrio del bilancio degli eicosanoidi a 
favore dei trombossani trombo genici TXA2 (Dognè et al., 2005). 
Ciò ha quindi portato al ritiro di alcuni di questi farmaci (es. 
rofecoxib, valdecoxib) e alla sorveglianza del celecoxib grazie al suo 
minore effetto cardiotossico, dovuto ad una duplice azione: 
l’inibizione della COX-2 avviene in misura minore rispetto al 
rofecoxib e all’apertura dei canali Kv7 con conseguente regolazione 
della pressione arteriosa e del tono vascolare. 
Tali evidenze sperimentali hanno indirizzato la ricerca verso la sintesi 
di nuovi farmaci ibridi (multitarget), che presentassero la capacità di 
inibire l’enzima COX-2 e allo stesso tempo di rilasciare NO, in modo 
tale da sopperire al deficit di PGI2 riducendo così, gli effetti a livello 
cardiovascolare. 
La liberazione di NO, infatti, agisce a diversi livelli nell’apparato 
cardiovascolare favorendo vasodilatazione, inibizione 
dell’aggregazione piastrinica, modulazione dell’adesione piastrinica e 
dei leucociti a livello endoteliale (Kerwin, 1995). Inoltre, l’aumento 
del flusso sanguigno mucoso e l’ispessimento dello strato mucosale 
indotto dall’NO sulla parete dello stomaco potrebbero contribuire al 
ridotto danno gastro-intestinale (Halter et al., 2001). 
In letteratura sono già presenti esempi di inibitori delle ciclo 
ossigenasi  con funzione NO-donor, fra questi quelli con specifica 
selettività per la COX-2 hanno manifestato potenziali terapeutici non 
solo nella cura del dolore e dell’infiammazione ma anche in un ampia 
varietà di stati patologici (Keeble e Moore, 2002) (es. nella 
prevenzione dei tumori grazie alla loro capacità di inibire la 




proliferazione cellulare e la progressione delle cellule cancerogene 
(Riga e Kashifi, 2004; Konstatin et al., 2006). 
Studi condotti presso il Laboratorio di Farmacologia del Dipartimento 
di Psichiatria, Neurobiologia, Farmacologia e Biotecnologie 
dell’Università di Pisa hanno dimostrato che alcuni CINOD 
presentano un’ottima azione vasorilasciante in preparati isolati di 
muscolatura liscia vasale di ratti normotesi (Tesi Vitali, 2008); inoltre 
sembrano arrestare la progressione della disfunzione endoteliale con 
riduzione della pressione arteriosa in ratti spontaneamente ipertesi 
SHR come nel caso del VA 694, derivato nitrossi-estereo in cui appare 
chiaro che la somministrazione cronica di 20mg/kg, dose capace di 
produrre significativi effetti analgesici e antiinfiammatori ha portato 
ad una totale abolizione del processo di progressione dello stato 
ipertensivo nei ratti SHR (Tesi Arcipreti 2010). Tale evidenza 
sperimentale testimonia in modo chiaro come l’inserimento di un 
gruppo NO-donatore sia stato in grado di apportare un significativo 
beneficio cardiovascolare. 
I CINOD che sono efficaci almeno tanto quanto i FANS su modelli 
animali affetti da dolore e infiammazione, sembrano, quindi, essere 
privi di effetti sull’ipertensione; inoltre, riescono ad abbassare la 
pressione sanguigna nei ratti ipertesi senza mostrare effetti di 
ipotensione, indesiderati, sugli animali normotesi. L’importanza 
dell’ossido nitrico nella fisiologia del rene suggerisce inoltre che 
l’incidenza di edemi si abbassa, anche se questa ipotesi deve ancora 
essere testata in sperimentazioni cliniche. I modelli animali hanno 
permesso anche di stabilire che i CINOD hanno incrementato le 
attività anti-trombotiche rispetto all’aspirina. I FANS convenzionali e 




i FANS COX-2 selettivi si associano con effetti collaterali 
cardiovascolari e renali. Ad ogni modo, i risultati preliminari di studi 
su animali suggeriscono che i CINOD potrebbero essere associati ad 
una bassa incidenza di questi effetti. 
Lo scopo della ricerca è stato quello di valutare: 
 l’aspetto farmacodinamico della componente NO-donor di 
nuovi farmaci ibridi, dotati di attività COX-2 inibitrice, 
mediante uno studio farmacologico funzionale in vitro. 
 L’influenza sui parametri cardiovascolari in ratti normotesi del 
composto selezionato MAB-137 mediante lo studio in vivo. 
 Informazioni preliminari sul profilo farmacocinetico di tale 
molecola (MAB-137), circa il rilascio di NO, attraverso letture 
spettrofotometriche eseguite su siero di ratti normotesi trattati 
in acuto, per via orale. 
 





4. MATERIALI E METODI. 
 
4.1 Sperimentazione in vitro. 
 
4.1.1  Animali. 
 
Per la sperimentazione sono stati utilizzati ratti albini di ceppo Wistar 
di sesso maschile e di peso compreso fra i 250 e 400 grammi. 
Gli animali sono stati stabulati in gabbie in cui godono di libertà di 
movimento, con libero accesso ad acqua e cibo ed esposti a cicli 
alternati di luce/buio di 12 ore. 
La sperimentazione è stata condotta in conformità alla normativa della 
Comunità Europea ( Direttiva CEE 86-609) e alla normativa italiana 




Gli animali  sono stati sacrificati per dissanguamento, previa leggera 
anestesia con Pentobarbital. 
In seguito a toracotomia, la porzione toracica dell’aorta è stata 
rapidamente asportata ed immersa in una soluzione salina di Tyrode 
adeguatamente riscaldata a 37°C nella quale è stato fatto gorgogliare 
una miscela di carbogeno composta dal 95% di O2 e dal 5% di CO2. 





Soluzione salina di Tyrode 
SOLUTO Grammi/litro mmoli/litro 
   
NaCl 8.00 136.7 
   
KCl 0.22 2.95 
   
CaCl2  2H2O 0.26 1.8 
   
MgSO4 7H2O 0.26 1.05 
   
NaH2PO4 H2O 0.057 0.41 
   
NaHCO3 1.00 11.9 
   
Glucosio 1.00 5.5 
   
   
 
 
La toelettatura dell’aorta è avvenuta per rimozione del tessuto adiposo 
e connettivo che rivestono il vaso. 
Il tessuto endoteliale è stato asportato tramite un delicato 
raschiamento meccanico della parte interna dell’organo per mezzo di 
un ago da siringa. 
Il preparato, così ripulito, è stato sezionato in anelli di lunghezza di 
5mm, ciascuno dei quali è stato, poi, alloggiato, tramite appositi ganci 
metallici e sotto un precarico di 2g, in un bagno per organi isolati del 
volume di 20ml.  
Il bagno, termostatato alla temperatura di 37°C, è stato riempito di  
Tyrode  nel quale è stata fatta gorgogliare ininterrottamente la miscela 
di O2 e CO2. 




I ganci metallici inseriti nel lume dei singoli anelli di aorta, dei quali 
uno fissato ad un sostegno sul fondo del bagno e l’altro collegato ad 
un trasduttore di tensione isometrico, consentono la connessione 
dell’intero sistema così costituito, con un amplificatore ed al software 
“Biopac” che permettono la valutazione e registrazione delle 




 Bagno per organi isolati di volume pari a 20 ml. 
 Trasduttore isometrico, mod.Grass FT03. 
 Amplificatore, mod.Buxco electron ics. 
 Software di acquisizione dati, Biopac.MP100. 
 
4.2.4 Sostanze utilizzate. 
 
 Ach (acetilcolina cloruro) (Sigma) 
 Cloruro di potassio (Carlo Erba) 
 ODQ (1H(2-4)oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) (Sigma) 









4.2.5 Sostanze in esame fornite dal: 
 
Dipartimento Farmaco Chimico Tecnologico dell’Università degli 




 VA 745  VA 753 
  
 VA 747  VA 751*HCl 
  






Dipartimento di Studi di Chimica e Tecnologia delle Sostanze 
Biologicamente Attive dell’Università degli studi di Roma “La 




 MAB 136  MAB 199 
  
 MAB 137  MAB 200 
  
 MAB 138 
 
 MAB 139 
 
 MAB 159 
 
 MAB 198 
 MAB 201 
 
 MAB 202 
 














 GF 10-11-009  GF 11-10-337 
  
 GF 10-11-010  J-248-A-00-150-003 
  




4.2.6 Soluzioni delle sostanze utilizzate. 
 
I composti in esame sono stati solubilizzati in DMSO per preparare 
una soluzione madre di concentrazione pari a 10
-2
M. 
Le diluizioni successive sono state fatte utilizzando la soluzione di 
Tyrode. 
Il KCl è stato solubilizzato in Tyrode per ottenere una soluzione 3 M, 
in modo tale da ottenere una concentrazione pari a 30mM all’interno 
del bagno. 
L’Ach è stata solubilizzata in EtOH per preparare la soluzione madre 
di concentrazione 10
-1
M, le successive diluizioni sono state effettuate 




L’ODQ è stato solubilizzato in EtOH per preparare la soluzione madre 
di concentrazione pari a 10
-3
M, la successiva diluizione è stata fatta in 








4.2.7 Protocollo sperimentale. 
 
Dopo l’allestimento nei bagni secondo le modalità precedentemente 
descritte, gli anelli di aorta sono stati sottoposti ad un processo di 
stabilizzazione pari a  60 minuti, circa. 
Successivamente, si è verificata l’avvenuta rimozione dell’endotelio: 
l’organo è stato contratto mediante l’utilizzo di KCl 30mM e, 
raggiunta la massima concentrazione (plateau), è stata somministrata 
Ach 10
-5M. L’eliminazione dell’endotelio è stata considerata efficace 
quando il rilasciamento indotto dall’Ach è risultato inferiore al 10% 
rispetto alla contrazione ottenuta usando il KCl. 
I preparati in cui il rilasciamento è risultato maggiore del 10% sono 
stati scartati. 
Le curve di rilasciamento sono state ottenute somministrando le 
soluzioni delle sostanze fornite (potenziali NO-donor-COX-2-
inibitori) ai preparati precontratti con KCl 30mM, in concentrazioni 
crescenti, in modo che ciascuna concentrazione fosse tre volte 
superiore alla precedente. La massima concentrazione somministrata è 
stata di 3x10
-5
M per escludere la componente vaso rilasciante del  
veicolo DMSO. 
Lo studio è stato condotto in parallelo mediante la costruzione di 
curve cumulative concentrazione-effetto dei potenziali NO-COX-2-
inibitori testati su preparati precontratti con KCl 30mM in presenza e 
non di ODQ 1µM. 
 




 Curve cumulative concentrazione-effetto dei composti in esame 
su preparati precontratti con KCl sono state costruite a partire 
da una concentrazione della sostanza in esame di 10
-9
M. 
 Curve cumulative concentrazione-effetto dei composti in esame 
su preparati precontratti con KCl in presenza di ODQ 1µM sono 
state costruite sempre partendo  da una concentrazione dei 
potenziali NO-COX-2-inibitori di 10
-9
M; queste, però, sono 
state ottenute somministrando l’ODQ 20 minuti prima di 
effettuare la contrazione con KCl. 
 
4.2.8 Analisi dei dati. 
 
Le risposte vasorilascianti sono state espresse in termini di: 
 Efficacia. 
 Potenza. 
L’efficacia è stata valutata in base all’effetto raggiunto alla dose 
massima utilizzata (10
-5 
dose limite), espressa come % della 
precontrazione (100%). I composti che hanno mostrato efficacia 
minore del 20% sono stati considerati privi di significativa azione 
vaso rilasciante. 
La potenza è stata espressa come pIC50 corrispondente alla 
concentrazione di agente rilasciante necessaria ad inibire il 50% della 
massima contrazione ottenuta con KCl 30mM. 




Il valore pIC50, riportato come media ± l’errore standard per n 
misurazioni, è stato calcolato solo per  i composti che hanno mostrato 
un valore di efficacia maggiore/uguale al 50%. 
I valori riguardanti l’efficacia e la potenza delle sostanze in esame, 
sperimentate, sono stati ottenuti  tramite analisi computerizzata per 
mezzo del programma Graph Pad Prism applicando l’equazione a 
quattro parametri di Hill. 
Per valutare le differenze statistiche significative tra le differenti curve 
concentrazione-effetto è stato utilizzato il test t di Student e il metodo 

















4.3 Sperimentazione in vivo. 
 
4.2.1  Misurazione della pressione arteriosa sistolica. 
 
I ratti sono stati sottoposti a misurazioni della pressione sistolica 
utilizzando l’apparecchio BP recorder (Ugo Basile 58500) che 
consente di acquisire i valori di pressione mediante metodo 
sfigmomanometrico comunemente denominato “tail-cuff”.  
 
L’esperimento prevedeva l’utilizzo di ratti Wistar di sesso maschile, 
precedentemente anestetizzati con pentobarbital alla dose di 60mg/Kg 
ad ognuno dei  quali venivano somministrati, per via orale, o la 
sostanza in esame o il solo veicolo. 
 Al primo gruppo di  ratti è stato somministrato il veicolo, il 
quale risulta composto da: 500µl di metil-cellulosa (M.C.) più 
50µl di dimetilsolfossido (DMSO). 
 Al secondo gruppo di  ratti è stato somministrato l’NO-COX-2 
inibitore (MAB-137) da testare, alla dose di 40mg/ml. 
Prima della misurazione la coda di ogni ratto è stata esposta a 20 
minuti di irraggiamento con la lampada I.R. in modo da ottenere una 
blanda vasodilatazione dei vasi sanguigni caudali necessaria per la 
rilevazione della pressione sistolica. Le misurazioni sono state rilevate 
ad intervalli di 5 minuti per un tempo di 1 ora.   
Infine, il protocollo sperimentale, ha previsto il sacrificio dell’animale 
con un’over-dose di barbiturico 60 minuti dopo il trattamento, 
rispettivamente, con il veicolo o MAB 137. 




4.3.2 Valutazione  dei metaboliti di NO nel  deproteinizzato di 
siero dopo somministrazione del CINOD, tramite metodo 
spettrofotometrico. 
 
A seguito del sacrificio dell’animale sono stati  prelevati 5-7ml di 
sangue per via intracardiaca con una siringa previamente riempita con 
sodio citrato (3.8% p/v) in rapporto 1:10. (Per il prelievo è stata 
utilizzata una siringa con ago di 18 G.A.)  
Il protocollo sperimentale prevedeva poi : 
 Trasferimento del sangue in una falcon e una prima 
centrifugazione del campione a 5000g per 20 minuti a 4°C; in 
modo tale da ottenere la separazione del siero dalla parte 
corpuscolata sanguigna. 
 Prelievo del siero e sua centrifugazione all’interno di FALCON 
CON FILTRO A 3kDa (Amicon Ultra-4; Millipore) a 7500g 
per 20 minuti a 20°C; in modo tale da ottenere un 
deproteinizzato. ( I campioni di siero sono stati tutti sottoposti a 
congelamento per poi subire lo stesso trattamento). 
 Addizione, al solo deproteinizzato, di buffer-NR (TRIZMA 
1M e EDTA 0.01M) in rapporto 1:3 ( a 750µl di purificato 









4.3.3 Determinazione dei nitriti e dei nitriti più nitrati mediante 
rilevazione spettrofotometrica. 
 
 Determinazione dei nitriti: In una cuvetta sono stati posti 
500µl di purificato, già addizionato del buffer, e 500µl di 
reattivo di Griess; dopo circa 15 minuti (tempo necessario per 
far avvenire la reazione) è stata effettuata la lettura 
spettrofotometrica a 530nm per la determinazione dei NITRITI.  
 
 Determinazione dei nitrati: In 500µl di campione è stato 
introdotto, invece, il “nitrate reductor” (barretta di amalgama 
metallico Cd/Cu) per un’ora, allo scopo di ridurre efficacemente 
e selettivamente i nitrati presenti, derivanti dal metabolismo di 
NO, in nitriti. Quindi, in una cuvetta sono stati posti 500µl di 
campione e 500µl di reattivo di Griess; dopo circa 15 minuti è 
stata effettuata la lettura allo spettrofotometro a 530nm per la 
determinazione dei nitriti, corrispondenti alla somma totale di 

















4.3.4 Analisi dei dati. 
 
I dati derivanti dalla determinazione dei nitrati e dei nitriti, 
originariamente espressi come valori di assorbanza, sono stati poi 
convertiti in valori di concentrazioni di nitriti e nitrati provenienti dal 
metabolismo dell’NO ed in particolare : 
 Determinazione dei nitriti: fornisce la concentrazione di nitriti 
derivanti dal metabolismo di NO. 
 Determinazione dei nitrati: fornisce i valori di concentrazione 





            






5. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
L’ossido d’azoto è un fattore fondamentale nel controllo del tono 
vascolare. L’attivazione NO-indotta della guanilato ciclasi solubile 
(sGC) a livello delle cellule vascolari lisce, determina la produzione di 
GMPc, causando un effetto vasorilasciante mediante una molteplicità 
di meccanismi come un ridotto ingresso o un aumentato rilascio di 
Ca
++
 e una ridotta sensibilità dei miofilamenti per gli stessi ioni. 
 
















Stimolo                                                 Cellula endoteliale 
                 rilascia 
 
                                                                               diffonde                                              
                                                           Cellule muscolari lisce                                                  
                                                                                 Attiva                               Inibisce 
Guanilato ciclasi solubile (sGC) 
 




Stimola il sequestro di ioni Ca++ nel reticolo sarcoplasmatico 
 
Riduzione ioni Ca++ a livello citoplasmatico 
 










L’azione vasorilasciante dell’NO a livello della muscolatura liscia 
vascolare è uno degli effetti desiderati utilizzando farmaci “ibridi” 
dotati di duplice profilo farmacodinamico come i CINOD. Tali 
farmaci sono infatti composti da una porzione molecolare deputata 
all’inibizione selettiva della COX-2 e dalla componente NO-donor, 
separate da una funzione “linker” (Fig.4), che influenza la cinetica di 
rilascio dell’NO. 
I benefici dell’NO sono perciò effetti addizionali che costituiscono un 
complemento ad un’azione farmacologica tipica del farmaco “nativo” 
COX-2 inibitore. 
Nel lavoro di tesi, per valutare la funzionalità della componente -
ONO2, da un punto di vista qualitativo, è stato necessario ricorrere ad 
un metodo indiretto: è stato utilizzato un inibitore selettivo della via di 
trasduzione dell’NO (Fig.12) con azione sulla guanilato ciclasi 
solubile (ODQ), in modo tale che le risposte vasorilascianti, ottenute 
durante l’analisi, potessero essere riconducibili alla funzione NO-
donor. 
La cinetica di rilascio di NO da parte della funzione nitroossi può 
essere però influenzata dalla struttura linker così come da quella del 
farmaco nativo a cui è legata, pertanto, le variazioni riscontrate in 
termini di efficacia e potenza vasorilascianti sono quelle che 
considereremo per comprendere l’aspetto quantitativo. I parametri di 
efficacia e potenza vasorilascianti dei composti CINOD sottoposti allo 
studio sono mostrati in tabella 1; le relative curve concentrazione-
risposta sono riportate nel capitolo 6. 





Tab. 1. Valori dell’efficacia (E max) raggiunti  a 10-5 M (dose massima utilizzata) e 
della potenza (pIC50) con relativi errori standard. 
Composti in esame E max   pIC50 
   
 VA-745  43,0 ± 4,6 N.C. 
 VA-747 85,8 ± 2,2                6,22 ± 0,04 
 VA-749 46,6 ± 9,7                       N.C. 
 VA-753 INEFFICACE                       N.C. 
 VA-751*HCl             20,2 ± 6,0 N.C. 
  
 MAB-136              36,6 ± 5,0                     N.C. 
 MAB-137 48,6 ± 1,9 4,94 ± 0,02 
 MAB-138 57,4 ± 6,4 5,60 ± 0,06 
 MAB-139  66,6 ± 4,1 5,48 ± 0,05 
 MAB-159 79,0 ± 5,4 6,06 ± 0,01 
 MAB-198 59,1 ± 0,4 5,55 ± 0,07 
 MAB-199 69,1 ± 3,2 5,58 ± 0,04 
 MAB-200  47,0 ± 5,0    N.C. 
 MAB-201 75,4 ± 2,7 6,34 ± 0,06 
 MAB202 74,9 ± 2,5 5,82 ± 0,04 
 MAB-204 67,5 ± 2,3 5,49 ± 0.00 
 
 GF-10-11-009 81,0 ± 2,4 5,79 ± 0,01 
 GF-10-11-010 56,9 ± 3,5 5,12 ± 0,00 
 GF-11-10-058 74,2 ± 1,4 5,37 ± 0.02 






 GF-11-10-337 85,9 ± 2,3 5,56 ± 0,03 
 J-248-A00-150-003 64,7 ± 5,5 5,25 ± 0,05 
 J-248-A00-150-049  
 
55,5 ± 8,3 5,10 ± 0,01 
* I composti che hanno mostrato efficacia minore del 20% sono stati considerati privi di      
significativa azione rilasciante; per i composti  che non hanno raggiunto valori  di  
efficacia  ≥  al 50% non è stato possibile calcolare il valore di potenza (N.C.). 
  
 
Dai dati sperimentali riportati in Tab.1, emerge che tutti i composti 
hanno mostrato attività vasorilasciante con eccezione costituita dal 
composto VA-753 che ha manifestato una totale inefficacia  e dal 
composto VA-751 x HCl che ha, invece, manifestato un’efficacia 
estremamente modesta. 
Cinque derivati (VA-745,VA-749; MAB-136, MAB-137, MAB-138) 
hanno un’efficacia (E max) leggermente inferiore al 50% e pertanto 
sono considerati capaci di svolgere un’attività vasorilasciante parziale 
ma comunque significativa. 
I composti VA-747, MAB-137, MAB-138, MAB-139, MAB-159, 
MAB-198, MAB-199, MAB-202, MAB-204, GF-10-11-009, GF-10-
11-010, GF-11-10-058, GF-11-10-337, J-248-A00-150-003, J-248-
A00-150-049 sono quelli che, invece, hanno manifestato un miglior 
profilo di efficacia con parametri di potenza grossomodo compresi tra 
1 e 10 µM. Tale comportamento è presumibilmente correlabile ad una 
maggior velocità di rilascio di NO. Il composto MAB-201 è 
visibilmente l’unico dotato di un parametro di potenza sull’ordine sub-
µM ed è pertanto il miglior NO-donor della serie. 





5.1 Struttura molecolare dei composti in esame. 















Fig.13 Struttura chimica del composto CINOD VA-753, con relativa tabella 
indicante i diversi sostituenti nelle posizioni della molecola. 
COMPOSTO R Y X n 
     





































Fig.14 Struttura chimica comune a due composti CINOD, con relativa tabella 
indicante i diversi sostituenti nelle posizioni della molecola. 
COMPOSTO R Y X n 
     
VA-749 H H NH 1 





























Fig.15  Struttura chimica comune a molti composti CINOD, con relativa tabella 
indicante i diversi sostituenti nelle posizioni della molecola. 
COMPOSTO R Y X n 
     
VA-745 H H NH 2 
VA-747 H H NH 3 
MAB-136 4F H NH 2 
MAB-137 3F H NH 2 
MAB-138 3F H NH 3 
MAB-139 4F H NH 3 
MAB-159 4F H O 2 
GF-10-11-009 3F NH2 O 2 
GF-10-11-010 4F NH2 O 3 
GF-11-10-058 3F NH2 NH 2 
GF-11-10-337 3F NH2 NH 3 
J-248-A00-150-003*HCl H NH2 NH 2 
J-248-A00-150-049*HCl H NH2 NH 3 
 


















Fig.16  Struttura chimica comune a molti composti CINOD, con relativa tabella 
indicante i diversi sostituenti nelle posizioni della molecola. 
COMPOSTO R Y X n 
     
MAB-198 4F H O 2 
MAB-199 H H O 2 
MAB-200 3F H O 2 
MAB-201 3F; 4F H NH 2 
MAB-202 4F H NH 2 













5.2 Relazioni struttura-attività. 
L’attività vasorilasciante dei vari derivati è legata al rilascio di NO dal 
gruppo nitroossi; comunque, variazioni nella struttura molecolare di 
ogni derivato possono avere ripercussioni sul rilascio di NO oltre che 
influenzare l’affinità della molecola per l’enzima. 
Per esempio, alterazioni nella porzione aril-eterociclica hanno 
immediata e diretta ripercussione sull’affinità per l’enzima COX-2 
(come già evidenziato in studi esaurienti condotti in altri laboratori), 
mentre di più difficile interpretazione è l’influenza di queste 
modificazioni sulla porzione molecolare NO-donor. Ciò nonostante  si 
può intravedere qualche possibile correlazione. In particolare, emerge 
con chiarezza che l’inserimento di funzioni carbossiliche (estere) in 
posizione α-adiacente all’eterociclo (VA-753) (Fig.13) può essere  
considerato un fattore tendenzialmente deleterio.  
Il carbossile unitamente ad un gruppo carbonilico frapposto tra la 
funzione nitrossi-metilica e l’atomo di azoto della catena laterale porta 
ad una scomparsa totale della capacità NO-donor. Il VA-753 è, infatti, 
l’unico composto completamente inefficace della serie.  
Nel caso degli altri due composti (VA-749, VA-751) (Fig.14), in cui è 
stata inserita una funzione carbossilica acida finalizzata ad aumentare 
la solubilità della molecola, quindi le sue caratteristiche 
farmacocinetice, si osserva ugualmente un’influenza tendenzialmente 
negativa di tale funzione, come risulta dalla modestissima azione 
vasorilasciante del VA-751. Solo il VA-749, analogo  strutturale del 
VA-751, ma con catena NO-donor accorciata di un’unità metilenica, 
presenta attività vasorilasciante relativamente apprezzabile. 





Per quanto concerne le catene NO-donor lineari i dati sperimentali 
tendono a consolidare alcune osservazioni emerse in precedenti studi 
condotti nel laboratorio di ricerca in cui è stato sviluppato questo 
lavoro di tesi. In particolare appare come dato ricorrente che 
l’allungamento della catena NO-donor da due a tre atomi di carbonio 
porta ad un relativo indebolimento delle proprietà NO-donor nei 
derivati di tipo estereo (GF-10-11-009 vs GF-10-11-010) (Fig.15). 
Al contrario l’allungamento della catena NO-donor da due a tre atomi 
di carbonio nei derivati di tipo ammidico costituisce o una variazione 
grossomodo ininfluente (GF-11-10-058 vs GF-11-10-337; J-248-A00-
150-003 vs J-248-A00-150-049 ) o addirittura porta ad un certo 
miglioramento delle proprietà NO-donor (VA-745 vs VA-747; MAB-
136 vs MAB-139; MAB-137 vs MAB-138). 
Al di là dell’eventuale influenza sulle proprietà NO-donor, è 
importante notare che i derivati di tipo ammidico sono più resistenti ai 
meccanismi idrolitici del metabolismo di fase-1, rispetto agli esterei, e 
presentano, quindi, il vantaggio farmacocinetico di portare 
potenzialmente ad un minor numero di metaboliti.  
Per quanto riguarda altre modifiche strutturali, finalizzate ad 
aumentare la solubilità dei composti nel mezzo acquoso, come 
l’inserimento di un gruppo amminico sul carbonio in posizione α 
adiacente all’eterociclo (composti GF e J), è importante notare che 
tale requisito strutturale non pregiudica le proprietà NO-donor e porta 
sostanzialmente a variazioni trascurabili rispetto ai derivati non 
amminici. 





Altra caratteristica strutturale, finalizzata al medesimo scopo, è stata la 
sostituzione del gruppo metan-solfonico con il gruppo ammino-
solfonico (gruppo ricorrente in molti inibitori COX-2 es. Celecoxib). 
Anche nel caso dei derivati ammino-solfonici (MAB-198, 199, 200, 
201, 202, 204) (Fig.16) non si osserva un impatto negativo sulle 
proprietà NO-donor che in alcuni casi risultano addirittura migliorati 
(MAB-202 vs MAB-136). Nell’ambito della sottoserie dei derivati 
ammino-solfonici emergono altre indicazioni sui rapporti struttura-
attività e in particolare si osserva che i derivati ammidici risultano 
migliori rispetto agli analoghi esterei (MAB-202 vs MAB-198; MAB-
204 vs MAB-200). 
Infine particolarmente interessante sembra essere il comportamento 
del derivato 3,4 difluoro sostituito (MAB-201) che ha mostrato una 
potenza vasorilasciante chiaramente incrementata rispetto agli 
analoghi 3-F o 4-F monosostituiti (MAB-204 e MAB-202 
rispettivamente) per cui è risultato il derivato più potente tra tutti 













5.3  MAB-137: parametro emodinamico di Pressione sistolica e 
determinazione  dei livelli di nitriti e nitrati nel torrente 
circolatorio. 
Al fine di ottenere un dato preliminare utile a prevedere il reale 
comportamento NO-donor dei CINOD testati in un modello in vivo, il 
derivato MAB-137 è stato quello selezionato, poiché è stato indicato 
come candidato più idoneo per uno sviluppo clinico, ed è stato 
somministrato per via orale a ratti albini WK anestetizzati. Il 
parametro emo-dinamico di pressione sistolica è stato quindi 
monitorato per un tempo di 1 ora e al termine dell’esperimento è stata 
effettuata la determinazione dei metaboliti stabili inorganici di NO. 
Come è evidente nel grafico (Fig.17), la somministrazione del CINOD 
ha portato ad un evidente incremento dei livelli plasmatici di nitriti nel 
torrente circolatorio e ad un’ancor più evidente incremento di NOx 
(nitriti più nitrati totali). Tale evidenza sperimentale conferma che la 
somministrazione di MAB-137, per via orale, si sia concretizzata in un 
aumento dei livelli di NO circolante. Tale incremento ha portato, 
tuttavia, ad una modesta (fino ad un massimo di circa il 20%, (Fig.18) 
e  comunque non significativa, riduzione della pressione arteriosa. E’ 
pertanto ipotizzabile che l’aumentata concentrazione di NO circolante 
sia idonea a produrre effetti biologici “protettivi” contro l’eventuale 
rischio prodotto dall’inibizione della COX-2, ma sia comunque 
rimasta al di sotto della soglia necessaria per una significativa ed 
indesiderata alterazione dei parametri emodinamici, in linea con 
quanto richiesto per un farmaco ibrido-NO-donor/antiinfiammatorio. 
 








































Figura 17. Valutazione  dei metaboliti di NO nel  deproteinizzato di siero dopo  
un’ora dalla somministrazione orale di MAB-137. 
 
 
Figura 18. Variazione percentuale della pressione sistolica in funzione del tempo 
dopo   somministrazione per via orale di MAB-137. 








































Rappresentazione grafica delle curve concentrazione/effetto relative ai 
composti esaminati in presenza dell’inibitore della guanilato ciclasi (+ 
ODQ) o in assenza (controllo).  
Nelle curve sono riportati gli errori standard mediante barre verticali. Inoltre, di 





































 VA-745   43,0 ± 4,6 N.C. 































































 VA-749 46,6 ± 9,7 N.C. 


































































 VA-751*HCl               20,2 ± 6,0 N.C. 










































































 MAB-137 48,6 ± 1,9 4,94 ± 0,02 
 








































































 MAB-139  66,6 ± 4,1 5,48 ± 0,05 
 








































































 MAB-198 59,1 ± 0,4 5,55 ± 0,07 
 
 









































































 MAB-200  47,0 ± 5,0    N.C. 
 
 








































































 MAB202 74,9 ± 2,5 5,82 ± 0,04 
 








































































 GF-10-11-009 81,0 ± 2,4 5,79 ± 0,01 
 
 





















































































































































 J-248-A00-150-003 64,7 ± 5,5 5,25 ± 0,05 
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